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(57) Abstract 



The invention relates to a peptide from human blood, HF-COLL- 1 8/5 1 4cf. For the purpose of diagnostic, medical and commercial 
use as a drug, the structure of said peptide has been identified. Isolation of said novel peptide, HF-COLL- 1 8/5 14cf, proves the existence of 
HF-COLL- 1 8/5 14cf. The molecular form of HF-COLL- 1 8/5 1 4cf has been revealed by mass spectrometry and amino-terminal sequencing, 
and the fact that HF-COLL- 18/51 4cf is a natural peptide which should be used to treat numerous diseases related to cell growth disorders, 
in particular of endothelial cells and vessels, and for example in cancer. HF-COLL- 1 8/5 14cf can also be used commercially in a pure form 
or as a natural raw extract when researching new cell functions. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Peptid aus menschlichem Blut, das HF-COLL- 1 8/5 1 4cf, das zum Zwecke der diagnostischen, medizinischen 
und gewerblichen Verwendung als Arzneimittel in seiner Struktur aufgeklart wurde. Die Isolierung dieses neuartigen Peptides HF-COLL- 
18/514cf beweist die Existenz des HF-COLL- 1 8/5 1 4cf . Die Molekulform des HF-COLL- 1 8/5 14cf wurde durch Massenspektrometrie 
und aminoterminale Sequenzierung bewiesen, und dafi HF-COLL- 1 8/5 14cf ein naturliches Peptid darstellt, welches zur Behandlung von 
zahlreichen Erkrankungen, die mit Stdrungen des Wachstums von Zellen, insbesondere von Endothelzellen und GefaBen einhergehen und 
z.B. bei Krebs benutzt werden sollte. Weiter kann das HF-COLL- 1 8/5 1 4cf in reiner Form oder als naturliches Rohextrakt fur gewerbliche 
Zwecke in der Erforschung neuer Zellfunktionen benutzt werden. 
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Bioloqisch aktiver Eiweifistoff - Kollagenf raqment HF-COLL- 
18/5 14 cf - zur Hemmuna des Wachs turns von Tumor en und von Gefafe- 
wucherunqen 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Peptid (EiweiS- 
stof f ) mit der Fahigkeit, das Wachstum von Zellen zu beeinflus- 
sen. Das Kollagenf ragment HF-COLL-18/514cf , sowie von ihm 
abgeleitete Fragmente und/oder Derivate sowie ein Arzneimittel 
das die natiirlichen und synthetischen Peptide enthalt kann zu 
diagnostischen oder therapeutischen Zwecken eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zur Gewinnung eines EiweiS- 
stof fes in reiner oder partiell auf gereinigter Form aus mensch- 
lichen Korperf lussigkeiten, der die Fahigkeit besitzt, das 
Wachstum von Zellen erstaunlich zu beeinf lussen und damit GefaS- 
und Tumorwachstum zu hemmen. Ein ahnlicher Stoff konnte vor 
kurzem in der Maus nachgewiesen werden (O'Reilly et al . , 1997, 
Cell Vol.88, Seite 277). Dieser Stoff ist dagegen dadurch 
gekennzeichnet , daS er insbesondere aus Hamofiltrat oder Hamo- 
dialysat, das aus menschlichem Blut abfiltriert wird, gewonnen 
werden kann. Der Stoff ist als HF-COLL-18/514cf bezeichnet und 
kann zum Zwecke (1) der Analyse von Erkrankungen , (2) zur 
medizinischen und gewerblichen Verwendung als Medikament benutzt 
werden. 

Der Stoff HF-COLL-18/514cf wurde erstmals aus dem Hamofiltrat 
Nierenkranker nach Ultrafiltration am Hamodialyseapparat gewon- 
nen und wurde nach seiner molekularen Masse und den 6 0 Aminosau- 
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ren des N-Terminus charakterisiert . Zur Darstellung des HF-COLL- 
18/514cf wurde ein patentiertes Verfahren (Forssmann, 1988; 
Of f enlegungsschrif t DE 36 33 707 Al) verfeinert, welches zuvor 
fur Gewinnung von EiweiSstof f en aus Hemofiltrat erfunden wurde. 
Aus den mit diesem Verfahren gewonnenen Molekulen von einem 
Molukulargewicht unter 20 Kilodalton, die bei veno-venoser oder 
arterio-venoser Shuntverbindung abf iltriert werden, konnen die 
das HF-COLL-18/514cf enthaltende Fraktionen iiberraschenderweise 
durch Massenspektrometrie erkannt werden. Es wurde weiter fest- 
gestellt, da£ bei speziellen weiteren Verfahren diese Substanz 
erstaunlicherweise derart aufgereinigt werden konnte, bis 
schlieSlich ein einheitlicher EiweiSstoff identif iziert und in 
seiner Struktur aufgeklart wurde. Der Stoff ist iiberraschender- 
weise ein Fragment von einem Protein, wobei das Protein bisher 
lediglich auf cDNA-Ebene bekannt ist (Oh et al . , 1994, Genomics 
Vol. 19, Seite 494). Der Wert dieser Erfindung ist dadurch 
gekennzeichnet , dafi dieser Stoff aus dem bisher als wertlos 
betrachteten Hemofiltrat aufgereinigt werden kann, um als 
wirtschaf tlich verwertbare Substanz benutzt zu werden. 

Damit wurde eine Verbindung isoliert, deren Struktur bisher un- 
bekannt war und deren Bildungsstatte im Korper noch ungeklart 
ist. Die therapeutische und wirtschaf tliche Verwendung wurde 
gepruft und das HF-COLL- 18/514cf wurde iiberraschenderweise als 
wichtiges zirkulierendes Peptid des menschlichen Blutes erkannt. 

Der genannte -Stoff HF-COLL- 18/514cf kann durch chemische Syn- 
these und durch gentechnologische Produktion gewonnen werden 
und ist fur zahlreiche weitere Belange nutzbar, unter anderem 
fur die Analyse im menschlichen Blut als pathognomonisches 
Diagnosemerkmal von Erkrankungen des Gef aJSwachs turns , des Wachs- 
tums von Tumoren und von Metastasen. 

Die vorliegende Erfindung betrif.ft also ein neues Peptid, das 
HF-COLL-18/B14cf , seine Herstellung, dieses enthaltende Arznei- 
mittel sowie dieses enthaltende Auf bereitungen und seine Verwen- 
dung dafiir, sowie seine natiirlichen und pharmakologisch vertrag- 
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lichen Derivate, insbesondere amidierte, acetyliert.e, phosphory- 
lierte und glycosylierte HF-COLL-18/514cf -Derivate und Fragmente 
des Peptides. Durch Massenspektrometrie konnte ein mittleres 
Molekulargewicht von 18494 u Dalton festgestellt werden. 

Das Blutpeptid HF-COLL-18/514cf hat die Aminosauresequenz : 
Val - Ala-Leu- Asn-Ser -Pro-Leu- Ser-Glv-Glv -Met- ArQ-Glv- lie- ArQ -Glv- 
Ala-Asv-Phe-Gln-Cys-Phe-Gln-Gln-Ala-ArQ-Ala-Val -Glv-Leu-Ala-Glv- 
Thr-Phe-Ara-Ala-Phe-Leu-Ser-Ser-ArQ-Leu-Gln-Asy-Leu-Tyr-Ser- Ile- 
Val -ArQ-ArQ-Ala.-Asp-ArQ~Ala.-Ala.-Va.! -Pro- Ile-Val -Asn-Leu -Lys-Aso- 
Glu-Leu-Leu-Phe-Pro-Ser-Trp-Glu-Ala-Leu-Phe-Ser-Glv-Ser-Glu-Glv- 
Pro-Leu-Lvs-Pro-Gly-Ala.-ArQ-Ile-Phe-Ser-Phe-Asv-Glv-Lvs-AsjD~Val - 
Leu -Arc? -His -Pro-Thr -Tiro- Pro-Gin- Lvs-Ser- Val -Trv-His -Glv-Ser-Asp- 
Pro -Asn - Gl y-ArQ-ArQ -Leu- Thr -Glu- Ser - Tvr - Cys -Glu- Thr - Trp-ArQ - Thr - 
Glu- Ala-Pro- Ser-Ala-Thr-Gly-Gln- Ala- Ser-Ser -Leu-Leu-Glv-Glv- ArQ - 
Leu-Leu-Glv-Gln-Ser-Ala-Ala-Ser-Cvs -His -His -Ala-Tvr- Ile-Val -Leu- 
Cvs -lie -Glu -Asn-Ser-Phe -Me t - Thr-Al a- Ser 



Das durch die vorliegende Erfindung bereitgestellte Peptid, das 
HF-COLL-18/514cf , ist nunmehr ein gut zugangliches Arzneimittel 
mit biologischer und therapeutischer Aktivitat eines natiirlichen 
Analogons des im Blut vorkommenden Stoffes. 

Die vorliegende Erfindung stelltein Herstellungsverf ahren fur 
dieses HF-COLL-18/514cf sowie die Anwendung des HF-COLL- 18/514cf 
als Arzneimittel fur verschiedene therapeutische und diagnosti- 
sche Indikationen zur Verfiigung. Dazu kann das HF-COLL-18/514cf 
als hochreiner Stoff oder -wenn fur die bestimmte Verwendung 
ausreichend - innerhalb eines teilweise auf gereinigten Peptid- 
gemisches verwandt werden. 

Das erf indungsgemaSe Peptid, seine Derivate und Fragmente konnen 
durch verschiedene Verf ahren hergestellt werden, z.B: iiber eine 
prokaryontische oder eine eukaryontische Expression und'gegebe- 
nenfalls chromatographische Reinigung. Des weiteren lafet es sich 
aus menschlichem Blut z.B. iiber an sich bekannte Chromatogra- 
phie-Verf ahren isolieren. SchlieSlich sind HF-COLL-18/514cf oder 



WO 97/40073 



PCT/EP97/02012 



- 4 - 

seine Derivate oder Fragmente durch iibliche Verfahren der 
Festphasen- und Fliissigphasen-Synthese aus den geschutzten 
Aminosauren, die in der angegebenen Sequenz enthalten sind, 
herstellbar. Nach Entfernung der Schutzgruppen kann es mit den 
gangigen Chromatographie -Verfahren gereinigt werden. 

Die erf indungsgemaSe Arzneimittelzubereitung enthalt HF-COLL- 
18/514cf oder ein physiologisch vertragliches Salz des HF-COLL- 
18/514cf. Die Form und Zusammensetzung des Arzneimittels , 
welches das HF-COLL- 18/514cf enthalt, richtet sich nach der Art 
der Verabrei chung. Das humane HF-COLL- 18 /514cf kann parenteral, 
intranasal, oral, intravenos, intramuskular , intracutan, intra - 
thekal, lokal - topisch sowie transpulmonal verabreicht werden. 
Vorzugsweise wird HF-COLL-18/514cf zu einem Injektionspraparat , 
entweder als Losung oder als Lyophilisat zur Auflosung unmittel- 
bar vor Gebrauch, konf ekt ioniert . Die Arzneimittelzubereitung 
kann auSerdem Hilfsstof fe enthalten, die abf ulltechnisch bedingt 
sind, einen Beitrag zur Loslichkeit, Stabilitat oder Sterilitat 
des Arzneimittels leisten oder den Wirkungsgrad der Aufnahme 
in den Korper erhohen. Insbesondere die Verwendung der lyophili- 
sierten, mit Mannit auf genommenen Form in sterilen Ampullen zur 
Auflosung in physiologischer Kochsalzlosung und/oder Infusions - 
losungen zur wiederholten Einzelinjektion und/oder bauerinf usion 
in Mengen von 30 Mikrogramm bis 30 Milligramm reines HF-COLL- 
18/514cf pro Therapie-Einheit , ist vorteilhaf t . 

Die zu verabreichende Tagesdosis fur HF-COLL-18/514cf hangt von 
der Indikation und der Anwendung bestimmter Derivate ab . Bei 
i.v./i.m. Injektion liegt sie im Bereich von 100 bis 1200 
Einheiten (/x<?) /Tag, bei taglicher subcutaner Injektion vor- 
zugsweise bei 300 bis 2400 Einheiten (/xg)/Tag. 

Das erf indungsgemaSe Peptid HF-COLL- 18/514cf ist dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ es sich besonders auch fur die Langzeit -JFherapie 
bei Tumorerkrankungen oder anderen Erkrankungen die durch ein 
unkontrolliertes Gef aSwachstum gekennzeichnet sind, eignet und 
bei Dauerbehandlung keine Immunreaktion auslost . Das erf in- 
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dungsgema£e Praparat ist insbesondere fur die Kombinationsthera- 
pie mit Chemo- oder Strahlentherapie oder in AnschluS an Chemo- 
oder Strahlentherapie bei Krebs geeignet . 



Das erf indungsgemaSe Praparat ist weiter als Mittel zur Therapie 
und Diagnose bei Gef aSerkrankungen des Stiitz- und Bindegewebes, 
der Atemwege, des Herz-Kreislauf systems und Urogenitalapparates , 
des Nervensystems und des Auges einzusetzen, da es zur Herstel- 
lung von human vertraglichen Antikorpern verwandt werden kann 
die geeignet sind, Anderungen des GefaSwachs turns in diesen 
Organen f estzustellen oder zu beeinf lussen . 

Solche Antikorper sind grundsatzlich erhaltlich durch Immunisie- 
rung von Tieren mit dem erf indungsgemaSen Peptid und/oder seinen 
Fragmenten oder durch Anwendung der Hybridoma-Technologie . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren 
zur Behandlung von Patienten, die HF-COLL-18/514cf oder seine 
Derivate oder Fragmente benotigen, durch Gabe therapeut ischer 
Mengen von HF-COLL-18/514cf . Patienten, die unter einer uberhoh- 
ten Produktion von HF-COLL-18/514cf oder seiner Derivate oder 
Fragmente leiden, benotigen die Gabe therapeutischer ' Mengen 
eines Antagonisten/Inhibitors des HF-COLL-18/514cf . 

Das erf indungsgemaSe Arzneimittel ist zur Behandlung von Erkran- 
kungen des menschlichen Organismus, insbesondere in Verbindung 
mit GefalSwucherungen, Krebserkrankungen , Erkrankungen mit 
Beteiligung des Herzkreislauf - und Nervensystems, Erkrankungen 
mit Beteiligung des Intugementes und der Sinnesorgane , insbeson- 
dere des Auges, geeignet. 

Erf indungsgemaS wird die Verwendung des Peptids oder seiner 
Derivate, der Fragmente oder des erf indungsgemaSen Antikdrpers 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Storungen 
bei ent ziindlichen Prozessen, gestorten Ent zundungsreakt ionen , 
Proliferations- und Reif ungsstorungen des blutbildenden Systems, 
von Systemerkrankungen bei Uberprodukt ion oder Mangel von HF- 
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COLL-l8/514cf , insbesondere bei z.B. durch Anwendung gegen 
dieses gebildete Antikorper oder zur Verwendung von HF-COLL- 
18/514cf zur Substitutionstherapie, chronischen Erkrankungen, 
teils vergesellschaf tet mit den genannten Erkrankungen, indem 
es in geeigneter Form fur die Behandlung fur die Elektrolyt- 
wirkung bei Tumor- und Gef afierkrankungen benutzt wird, bean- 
sprucht . 

Das erf indungsgemaSe Arzneimittel ist zur Behandlung von akuten 
Erkrankungen oben genannter Art geeignet, indem es in entspre- 
chender Form fur die Behandlung in der Intensivpf lege dieser 
Erkrankungen benutzt wird. 

Eine weitere Verwendung des erf indungsgemaSen Peptids, seiner 
Fragmente oder des erf indungsgemaEen Antikorpers erfolgt zur 
Diagnose von Erkrankungen, indem spezifische Antikorper gegen 
synthetische Teilstucke oder das gesamte Peptid oder seiner 
Derivate und seiner Fragmente hergestellt werden und z.B. die 
Blutkonzentration des HF-COLL-18/514cf iiber Immuntests gemessen 
wird . 

Ein Diagnostikmittel enthaltend das erf indungsgemaiSe Peptid, 
seine Fragmente oder erf indungsgemaSe Antikorper fur Testsysteme 
zur Kontrolle von Gewebe-, Plasma-, Urin- und Liquor cerebrospi- 
nalis-Spiegeln dieser Substanz sind somit auch Gegenstand der 
Erfindung. Das erf indungsgemaSe Diagnostikmittel ist insbesonde- 
re als Marker fur bestimmte Krebserkrankungen sowie fur Funk- 
tionsstorungen von Blutgefafien, Knochenmark, Lymphorganen, des 
Magen-Darmtraktes , des Immunsystems und von inf lammatorischen 
sowie neoplast ischen Prozessen, geeignet. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher er- 
lautert . 
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Beist>iel 1: Isolierung und Charakterisieruncr von zirkulierendem 
HF-COLL-18/514cf aus humanem Hamofiltrat 



Als Ausgangsmaterial wurde Hemofiltrat verwendet, das in grofien 
Mengen bei der Behandlung niereninsuf f izienter Patienten anfallt 
und alle Plasmabestandteile bis zu einer Molekiilgr6£e von etwa 
20.000 Dalton enthalt . 



I. Gewinnung des Rohpeptidmaterials 



Das Hemofiltrat wurde mittels einer Hemofiltrat ionsanlage der 
Firma Sartorius unter Verwendung von Cellulosetriacetat-Filtem 
mit einer Ausschlufigrofie von 20.000 Dalton (Typ SM 40042, 
Sartorius, Gottingen, BRD) gewonnen . Das Filtrat stammte von 
niereninsuf fizienten Patienten, die sich durch Langzeit-Hemof il - 
. tration in einer stabilen Stof f wechsellage befanden, und wurde 
unmittelbar nach der Gewinnung mittels Ansauern und Abkiihlung 
auf 4°C gegen proteolytischen Abbau geschiitzt. In vier Extrak- 
tionen mit einer Kationenaustauschersaule (TSK SP 650 (M) , Merck, 
Darmstadt, DE) wurden 2860 1 Hamofiltrat verarbeitet. 93% der 
gepoolten Extrakte wurden auf dem obengenannten Saulenmaterial 
nacheinander durch verschiedene Puffer mit unterschiedlichen 
pH-Werten eluiert. Die Rohf raktionen wurden anschliefiend ge- 
f riergetrocknet . 



II. Praparative RP - Chroma tographi e 

500 mg von 2200 mg der letzten Rohfraktion wurden mittels 
praparativer RP-Chromatographie grob nach Hydrophobizitat 
getrennt . Von einer PrepPak Cartridge mit den Dimensionen 4 7 
x 300 mm der Firma Waters wurden Fraktionen abgesammelt . Die 
Fraktion 31, wurde fur die weitere Aufreinigung benutzt . 



Gerat: BioCad HPLC (Perseptive Biosystems, Freiburg, DE). 

Saule: Waters PrepPak Cartridge 47 x 300 mm 

Material: . Vydac, 300 A, 15 - 20 fim 
Eluent A: Wasser.mit lOmM HC1 
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Eluent B; 
Gradient : 



FluSrate : 
Frakt ionen : 
Detektion : 



Methanol mit lOmM HC1 
0 - 50 % Eluent B 
50 - 95 % Eluent B 
95 % Eluent B 

3 5 ml / min 
50 ml bzw. 1,43 min 
23 0 nm und 28 0 nm 



28 , 57 min 
61,43 min 
5,71 min 



III. Erste analytische RP-HPLC 

UV- Absorption wahrend der analytischen RP- Chromatographie der 
Frakt ion 31, die aus der Auftrennung in Abbildung 1 gewonnen 
wurde . In einem Gradienten auf einer Vydac -Saule (10 x 2 50 mm 
Stahlmantel, Material: RP C18, 300 A, 5 fim) konnte eine weitere 
Auftrennung erzielt werden. Die Eluenten waren Wasser mit 
0,1 Vol% Trif luoressigsaure und Acetonitril mit 0,1 Vol% Tri- 
f luoressigsaure . 



Gerat : 
Saule : 
Material 
Eluent A 
Eluent B 
Gradient 



FluSrate : 
Frakt ionen : 
Detektion : 



Kontron HPLC-Anlage 

Vydac, Stahlmantel 10 x 250 mm 

Vydac RP-C18, 300 A, 5 jim 

Wasser mit 0,1 Vol% Trif luoressigsaure 

Acetonitril mit 0,1 Vol% Trif luoressigsaure 



0 - 60 % 
60 - 80 % 
80 - 0 % 
2 ml / min 
2 ml bzw. 1 min 
23 0 nm 



Eluent B 
Eluent B 
Eluent B 



50 min 
5 min 
5 min 



IV. Entdeckung der molekularen Masse des HF-COLL-18/514cf 
mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie 



Mit einem MALDI -Masenspekrometer RBT II (Vestec/PepSeptive, 
Houston, Texas, USA) wurden Massenspektren von dem nativen, 
gereinigten HF-COLL-18/514cf aus der Preparation im Schritt III 
mit alpha - Cyano - 4 - hydroxyz imt saure als Matrix gemessen. In den 
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Fraktionen 45 und 46 zeigten sich Peaks von dem einfach, zwei- 
fach und dreifach protoniertem Molekul, mit einer molekularen 
* Masse von etwa 18500 u. Verschiedene Nebenbestandteile waren 

auSerdem sichtbar . 

I 

V. Zweite analytische RP-HPLC 

In einer abschlieSenden analytischen RP-Chromatographie von den 
gepoolten Fraktionen 45 und 46, die aus der Auftrennung in 
Schritt III gewonnen wurden, konnte in der Fraktion 25 hochauf- 
gereinigtes HF-COLL- 18/514cf isoliert werden. 



Gerat : 
Saule : 
Material 
Eluent A 
Eluent B 

Gradient 



Flufirate : 
Fraktionen ; 
Detektion : 



Kontron HPLC (Kontron, Munchen, DE) 

YMC, Stahlmantel 4,6 x 250 mm 

YMC RP-C18, 300 A, 5 fim 

Wasser mit 0,1 Vol% Trif luoressigsaure 

80 % Acetonitril, 20 % Wasser 

(V : V) mit 0,1 Vol% Trif luoressigsaure 



0 - 30 % 
30 - 80 s 
80 - 100 
100 % 



Eluent B 
Eluent B 
Eluent B 
Eluent B 



5 min 
150 min 
5 min 
5 min 



0,6 ml / min 

manue 1 1 abge s amme 1 1 

23 0 nm und 280 nm 



VI. Reinheitsbestimmung mittels Kapillar- Zonen-Elektrophorese 

5 pi der Fraktion 25 wurden direkt zur Messung in der Kapillar- 
Zonen-Elektrophorese verwendet . Das Elektropherogramm zeigt 
lediglich einen Peak und keine weiteren Peaks von Nebenbes- 
tandteilen. Dieses Ergebnis zeigt, da£ in der Endreinigungsstuf e 
ein hochreines HF-COLL- 18/514cf vorlag. 

Gerat: P/ACE System 2000, Beckman Instruments GmbH, 

Munchen, DE 

Kapillare: Uncoated Fused Silica, 500 mm x 75 ptm ID 
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Puffer : 

Temperatur : 
Injektion : 
Lauf zeit : 
Strom : 
Detektion : 



100 mM Natriumphosphat pH 2,5 

0,02 % Hydroxypropylmethylcellulose 

25°C 

20 sec entspricht 120 nl 

25 Minuten 

80 fiA, konstant 

2 00 nm 



VII. Bestimmung der molekularen Masse von HF-COLL- 18/514cf 

Mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie auf einem Vestec BT II 
des nativen, gereinigten HF-COLL- 18/514cf aus Fraktion 25 im 
Schritt V konnten auf zwei Matrices (alpha-Cyano-4 - hydroxy - 
zimtsaure und 2 , 5 -Dihydroxybenzoesaure ) Spektren erhalten 
werden. Es zeigen sich Peaks von dem einfach, zweifach und 
dreifach protoniertem Molekiil. Die molekulare Masse wird mit 
18507 u ± 20 u bestimmt. Nebenbestandteile sind nicht sichtbar. 

Fur eine genauere Bestimmung der molekularen Masse des nativen, 
gereinigten HF-COLL-18/514cf wurde aus Fraktion 25 des Schrit- 
tes V zusatzlich ein Massenspektrum mit einem Elektrospray- 
Massenspektrometer (Sciex API III, Perkin-Elmer , Langen, DE) 
gemessen. Es zeigen sich Peaks von dem acht- bis elffach proto- 
niertem Molekiil. Die mittlere molekulare Masse von HF-COLL- 
18/514cf wird hier mit 18494 u ± 3 u bestimmt, der theoretische 
Wert betragt 18496 u (siehe VIII) . 

VIII. Bestimmung der amino terminal en Amino saur ens equenz 

Mittels automatisierter Edman-Sequenzierung mit einem Gasphasen- 
Aminosaure-Sequenator ABI 494 (Applied Biosystems, Perkin-Elmer , 
Weiterstadt, DE-) wurden die ersten 60 Aminosauren bestimmt . An 
21. Stelle (Xxx) wurde keine Aminosaure detektiert, wie es fur 
Cystein ublich ist. 

Val - Ala -Leu- Asn-Ser- Pro-Leu -Ser-Glv-Glv -Met- Arcx-Glv- lie- Arg -Glv- 
Al^-AsD-Phe-Gln-Xx>c-Phe-Gln-Gln-Ala-Ara-Ala-Val -Glv-Leu-Ala -Glv- 
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Thr-Phe-Ajra-Ala-Phe-Leu-Ser-Ser-Ara-Leu-Gln-Asp-Leu-Tvr-Ser-Ile- 
Val -Arcf-Ara-Ala. -Aso-Arcr-Ala -Ala. - Vai -Pro -lie- Val 
Damit wurde f estgestellt , dafi es sich um ein Fragment von 
Kollagen alpha 1 (XVIII) handelt, wobei dieses Protein bisher 
lediglich auf cDNA-Ebene bekannt ist (Oh et al . , 1994 , Genomics 
Vol. 19, Seite 494). Das Fragment beginnt an der Position 514 
des Protein- Precursors und die molekulare Masse zeigt, daS es 
an vorletzter Stelle des Precursors mit der Aminosaure Serin 
endet , also C- terminal um ein Lysin verkurzt ist. 

Beispiel 2 : Untersuchuncr der bioloqischen Wirksamkeit von HF- 
COLL-18/514cf 

Anhand des in Beispiel 1 dargestellten Verfahrens wurde eine 
groSere Materialmenge von mehr als 0,1 mg HF- COLL- 18/514cf aus 
humanem Hamofiltrat isoliert . Das hochreine HF-COLL-18/514cf 
wurde zur Bestimmung der biologischen Funktion in Endothelzell- 
Prolif erationsassays eingesetzt. Fur diesen Assay wurden bovine 
Kapillarendothelzellen aus der Nebennierenrinde von frisch 
geschlachteten Kalbern, wie in der Literatur beschrieben (Folk- 
man et al . , 1979, Proc . Natl. Acad. Sci . Vol. 76, Seite 5217), 
in Kultur genommen . 

Die Ausfuhrung des Prolif erationsassays wurde, wie in der 
Literatur beschrieben (O'Reilly et al . , 1997, Cell Vol.88, Seite 
277), durchgef uhrt . Die bovinen Kapillarendothelzellen wurden 
dazu mit PBS ( Phosphatpuf f er mit Kochsalz, pH 7.4) gewaschen 
und in einer 0,05 %igen Trypsinlosung suspendiert . Eine Zell- 
suspension mit 25000 Zellen pro ml in DMEM- Medium , enthaltend 
10 % FKS (Fotales Kalberserum) und 1 % GPS (Glutamin-Penicillin- 
Streptomycin) , wurde in gelatine-beschichteten 24 -Loch-Platten 
(0,5 ml pro Loch) bei 37°C und 10 % C0 2 inkubiert . 

Nach 24 h wurde das Medium ersetzt durch 0.5 ml DMEM^Medium, 
enthaltend 5% FKS und 1% GPS sowie unterschiedl ichen Konzen- 
trationen (von 0 bis 1000 ng/ml Endkonzentrat ion) des isolier- 
ten, hochreinen HF - COLL- 18/5 14 cf , ersetzt. Nach weiteren 30 
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Minuten Inkubation wurde den Ansatzen bFGF (basischer Fibrobla- 
sten-Wachstumsf aktor) in einer Endkonzentration von 1 ng/ml 
zugegeben. Nach 72 h wurde die Zellzahl in den Ansatzen durch 
eine Kristallviolettf arbung der Zellen und Messung der Absorp- 
tion bei 600 nm bestimmt . Das den bovinen Kapillarendothelzellen 
zugegebene HF-COLL-18/514cf hemmte in konzentrationsabhangiger- 
weise die mit bFGF stimulierte Proliferation dieser Zellen. Eine 
halbmaximale Hemmung der Proliferation in diesem Assay wurde 
bei einer Konzentration von 200 ng/ml HF-COLL-18/514cf erreicht. 

Um die Spezifitat des Wirkungsspektrums von HF-COLL-18/514cf 
und damit mogliche andere biologische Funktionen zu untersuchen, 
wurden Prolif erat ionsassays mit nicht-endothelialen Zellen 
durchgefuhrt . In Tests mit Fibroblasten-Zellinien, namlich NIH 
3T3-Zellen und LMTK- Zellen , zeigte HF-COLL- 18/514cf keine 
signifikante Wirkung und damit auch keine antiproliferative 
Wirkung . 
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. SEQUENZ PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 



(i) ANM ELDER : 

(A) NAME: Wolf-Georg Forssmann 

(B) STRASSE: Feodor-Lynen-Str . 31 

( C ) ORT : Hannover 

(E) LAND : Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 30625 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Biologisch aktiver Eiweissstoff 
Kollagenf ragment HF-COLL-l8/514cf - zur Hemmung des 
Wachs turns von Tumoren und von Gefaesswuche rungen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 1 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.3 0 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 170 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Val Ala Leu Asn Ser Pro Leu Ser Gly Gly Met Arg Gly lie Arg Gly 
1 5 10 15 

Ala Asp Phe Gin Cys Phe Gin Gin Ala Arg Ala Val Gly Leu Ala Gly 
20 25 30 

Thr Phe Arg Ala Phe Leu Ser Ser Arg Leu Gin Asp Leu Tyr Ser lie 
35 40 45 

Val Arg Arg Ala Asp Arg Ala Ala Val Pro lie Val Asn Leu Lys Asp 
50 55 60 

Glu Leu Leu Phe Pro Ser Trp Glu Ala Leu Phe Ser Gly Ser Glu Gly 
65 70 75 80 

Pro Leu Lys Pro Gly Ala Arg- lie Phe Ser Phe Asp Gly Lys Asp Val 

85 90 95 

Leu Arg His Pro Thr Trp Pro Gin Lys Ser Val Trp His Gly Ser Asp 
100 105 110 
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Pro Asn Gly Arg Arg Leu Thr Glu 
115 120 

Glu Ala Pro Ser Ala Thr Gly Gin 
130 135 

Leu Leu Gly Gin Ser Ala Ala Ser 
145 150 

Cys lie Glu Asn Ser Phe Met Thr 

165 
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Ser Tyr Cys Glu Thr Trp Arg Thr 

125 

Ala Ser Ser Leu Leu Gly Gly Arg 
140 

Cys His His Ala Tyr lie Val Leu 
155 160 

Ala Ser 
170 
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Anspruche 



Peptid mit der Aminosauresequenz 

Val - Ala -Leu- Asn- Ser -Pro-Leu- Ser -Glv~Glv -Met- Arg-Glv- lie- Arg - 
Glv-Ala-Asy-Phe-Gln-Cvs-Phe-Gln-Gln-Ala-Arg-Ala-Val-Glv-Leu- 
Ala-Glv-Thr-Phe-Arg-Ala-Phe-Leu-Ser-Ser-Arg-Leu-Gln-As&-Leu- 
Tyr-Ser-Il e - Val -Arg-Arg-Ala -Asp-Arg-Ala-Ala - Val - Pro-Il e - Val - 
Asn-Leu-Lys-Asv-Glu-Leu-Leu-Phe-Pro-Ser-Trrp-Glu-Ala-Leu-Phe- 
Ser -Gly- Ser -Glu-Glv- Pro-Leu- Lvs-Pro-Glv- Ala- Arg- lie- Phe- Ser - 
Phe-Aso-Glv-Lys-Asp-Val -Leu- Arg -His- Pro-Thr -Trip- Pro -Gin- Lys - 
Ser -Val- Trr> -His-Gly- Ser -Asp - Pro -Asn-Glv -Arcr -Arcr -Leu- Thr -Glu- 
Ser- Tvr~ Cys -Gl u - Thr - Trp -Arg - Thr-Gl u -Ala.- Pro- Ser -Ala- Thr-Gl y- 
Gln-Ala- Ser - Ser -Leu- Leu -Glv-Gl v-Arg - Leu -Leu-Glv-Gln- Ser-Al a - 
Ala-Ser-Gys-His-His-Ala-Tyr-Ile-Val -Leu-Cys- Ile-Glu-Asn-Ser- 
Phe-Me t - Thr -Ala- Ser (HF-COLL-18/514cf ) 

sowie seine naturlichen und pharmakologisch vertraglichen 
Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte , phosphory- 
lierte und glycosylierte Derivate. 

Fragmente des Peptids nach Anspruch 1, die pharmakologisch 
aktiv sind. 

Verfahren zur Herstellung des Peptids nach Anspruch 1 
und/oder seiner Fragmente nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS dieses liber eine prokaryont ische oder eine 
eukaryontische Expression hergestellt wird. 

Verfahren zur Herstellung des Peptids nach Anspruch 1 
und/oder seiner Fragmente nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS man es aus menschlichem Blut iiber Chromatogra- 
phie- Verfahren isoliert . 



WO.97/40073 



PCT7EP97/02012 



- 16 - 

Verfahren zur Herstellung des Peptids oder seiner Derivate 
nach Anspruch 2 und seiner Fragmente nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet , dafi man das Peptid oder seine 
Derivate oder Fragmente durch ubliche Verfahren der Festpha- 
sen- und Flussigphasen-Synthese aus den geschiitzten Amino- 
sauren, die in der ausgegebenen Sequenz enthalten sind, 
herstellt, deblockiert und es mit an sich bekannten Chroma - 
tographie -Verfahren reinigt . 

Arzneimittel , die das Peptid nach Anspruch 1 oder seine 
Fragmente nach Anspruche 2 als aktiven Wirkstoff neben ubli- 
chen Hilfs- und Zusat zstof f en enthalten. 

Arzneimittel nach Anspruch 6 zur oralen, parenteralen , 
int ravenosen , int ramuskularen , intracutanen , int rathekalen , 
intranasalen und lokal-topischen Anwendung sowie als Aerosol 
zur transpulmonalen Applikation. 

Antikorper erhaltlich durch Immunisierung von Tieren mit 
einem Peptid nach Anspruch 1 und/oder Fragment en nach 
Anspruch 2 udn/oder durch Anwendung der Hybridoma-Technolo- 
gie . 

Verfahren zur Behandlung von Patienten, die HF-COLL-18/514cf 
oder seine Derivate oder Fragmente nach Anspruch 1 benoti- 
gen, durch Gabe therapeutischer Mengen von HF-COLL-18/514cf . 

0. Verfahren zur Behandlung von Patienten, die eine Inhibition 
von HF-COLL-18/514cf oder seiner Derivate oder Fragmente 
nach Anspruch 1 oder 2 benotigen durch Gabe therapeutischer 
Mengen eines Antagonisten/Inhibitors des HF- COLL- 18 /514c f . 

1. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruchen 6 oder 7 zur 
Behandlung von Erkrankungen des menschlichen Organismus, 
insbesondere in Verbindung mit GefaSwucherungen. 
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12. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruchen 6 oder 7 zur 
Behandlung von Erkrankungen des menschlichen Organismus, 
insbesondere bei Krebserkrankungen . 

13. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruchen 6 oder 7 zur 
Behandlung von Erkrankungen des menschlichen Organismus, 
insbesondere mit Beteiligung des Herzkreislauf - und Ner- 
vensystems . 

14 . Verwendung der Arzneimittel nach Anspruchen 6 oder 7 zur 
Behandlung von Erkrankungen des menschlichen Organismus, 
insbesondere mit Beteiligung des Intugementes und der 
Sinnesorgane , insbesondere des Auges . 

15. Verwendung des Peptids oder seiner Derivate nach Anspruch 
1, der Fragmente nach Anspruch 2 oder des Antikorpers nach 
Anspruch 8 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behand- 
lung von Storungen bei entzundlichen Prozessen, gestorten 
Ent zundungsreakt ionen , Prol i f erat ions - und Re i f ungss torungen 
des blutbildenden Systems . 

16. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruchen 6 oder 7 oder 
des Antikorpers anch Anspruch 8 zur Behandlung von System- 
erkrankungen bei Uberproduktion oder Mangel von HF-COLL- 
18/514cf / insbesondere bei z.B. durch Anwendung gegen dieses 
gebildete Antikorper oder zur Verwendung von HF-COKL- 
18/514cf zur Substitutionstherapie . 

17. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruchen 6 oder 7 zur 
Behandlung von chronischen Erkrankungen, teils vergesell- 
schaftet mit den in den Anspruchen 11 bis 16 genannten 
Erkrankungen, indem es in geeigneter Form fur die Behandlung 
fur die Elektrolytwirkung bei Tumor- und Gef afier-krankungen 
benutzt wird. 



18 . Verwendung des Arzneimittels nach Anspruchen 6 oder 7 oder 
des Antikorpers nach Anspruch 8 zur Behandlung von akuten 
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Erkrankungen, gemafi Anspruchen 11 bis 16, indem es in 
geeigneter Form fur die Behandlung in der Intensivpf lege 
dieser Erkrankungen benutzt wird. 

19. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruchen 6 oder 7 oder 
des Antikorpers nach Anspruch 8 zur Diagnose von Erkrankun- 
gen, insbesondere nach irgendeinem der Anspruche 11 bis 16, 
indem spezif ische Antikorper gegen synthetische Teilstucke 
oder das gesamte Peptid oder seiner Derivate und seiner 
Fragmente hergestellt werden und die Blutkonzentrat ion HF- 
COLL-18/514cf uber Immuntests gemessen wird. 

20. Diagnostikmittel enthaltend das Peptid nach Anspruch 1, 
Fragmente nach Anspruch 2 oder Antikorper nach Anspruch 8 
fur Testsysteme zur Kontrolle von Gewebe-, Plasma-, Urin- 
und Liquor cerebrospinalis-Spiegeln dieser Substanz . 

21. Diagnostikmittel nach Anspruch 20 als Marker fur bestimmte 
Krebserkrankungen sowie fur Funktionsstorungen .von Blutgefa- 
fien, Knochenmark, Lymphorganen , des Magen-Darmtraktes , des 
Immunsys terns und von inf lammatorischen sowie neoplastischen 
Prozessen . 



